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Telah dilakukan penelitian tentang aktivitas tirosinase ekstrak n-heksan 
umbi wortel (Daucus carrora L.) mengandung senyawa flavonoid dan betakaroten 
golongan senyawa terpen yang merupakan senyawa yang dapat berpotensi untuk 
menghambat adanya tirosinae. Adanya inhibitor akan mengurangi dan 
menghentikan aktivitas tirosinase dalam memproduksi melanin yang nantinya 
akan mempengaruhi warna kulit. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui seberapa 
besar aktivitas n-heksan umbi wortel (Daucus carrora L.) dalam menghibisi 
reaksi tirosin-tirosinase melalui nilai IC50 dengan konsentrasi 10 ppm, 15 ppm, 20 
ppm, 25 ppm, 30 ppm, 35 ppm, 40 ppm, 45 ppm, dan 50 ppm. Pada penelitian ini, 
pengujian aktivitas enzim tirosinase memberikan hasil akhir berupa DOPAchrome 
yang dapat menyerap energi sinar tampak yang dilakukan dengan menggunakan 
ELISA reader pada panjang gelombang 490 nm, dengan menggunakan asam kojat 
sebagai control positif. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak n-heksan 
umbi wortel (Daucus carrora L.)memiliki aktivitas sebagai inhibitor 
tirosinasedengan rata-rata persen inhibitor berturut-turut yaitu 39,7 %, 40,2 %, 
42,3 %, 42,3 %, 46,8 %, 47 %, 47,8 %, 48,5 %, dan 48,9 %. Ekstrak n-heksan 
umbi wortel memiliki nilai IC50 yaitu 50 µg/mL. Sedangkan asam kojat memiliki 
nilai IC50 sebesar 20 μg / mL. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak n-heksan umbi 
wortel memiliki aktivitas yang paling kuat sebagai inhibitor tirosinase. 
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A study concerning test tyrosinase inhibition activity of n-heksan extract 
from Carrot tuber that Carrot tuber (Daucus carrota L.) contain flavonoid and beta 
karoten which can be inhibited the tyrosinase enzyme activity. The presence of an 
inhibitor that will reduce and stop tyrosinase activity in producing melanin needed 
will increase skin color. In this research, testing of tyrosinase enzyme activity 
produces the final result DOPAchrome which can absorb visible light energy 
using ELISA reader at a wavelength of 490 nm using kojic acid as positive 
control. The purpose of this study was to study the large activity of Carrot tubern-
heksan(Daucus carrota L.) in feeding the tyrosine-tyrosinase reaction through 
IC50 value data using positive control of kojic acid with a measurement sequence 
of 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm, 30 ppm, 35 ppm, 40 ppm, 45 ppm, and 50 
ppm. The results showed that Carrot tubern-heksan extract (Daucus carrota L.) 
had acted as a tyrosinase inhibitor with an average percentage of inhibitors 
involved, namely 39,7 %, 40,2 %, 42,3 %, 42,3 %, 46,8 %, 47 %, 47,8 %, 48,5 %, 
and 48,9 %.. Carrot tubern-heksan extract has an IC50 value of 50 μg / mL. While 
the IC50 value of kojic acid was 20 μg / mL. This swohs that n-heksan extract of 
Carrot tuber has the strongest activity inhibited the tyrosinase. 
 
















A. Latar belakang Masalah 
Indonesia termasuk dalam daerah sekitar katulistiwa dan daerah tropis 
dengan luas daratan hampir 2 juta, dikaruniai penyinaran matahari lebih dari 6 jam 
dalam sehari atau sekitar 2.400 jam dalam setahun. Matahari adalah sumber energi 
utama yang memancarkan energi yang luar biasa besarnya ke permukaan bumi 
(Manan, 2009). 
Banyak orang Asia yang tinggal didaerah timur terpapar sinar matahri 
sepanjang tahun. Oleh karena itu, rentan terkena photodemage dan photoaging. 
Beberapa studi populasi Asia mendemonstrasikan perubahan pigmen sebagai 
komponen utama dari photoaging. Dalam study Goh, karakteristik dari 
photoaging di Asia yang konsisten di Cina, Indonesia dan Malaysia (Cheryl, 
2005). 
Matahari mempuyai peranan yang sangat penting bagi keberlangsungan 
mahluk hidup, disamping fungsinya tersebut matahari memiliki radiasi sinar UV 
yang dapat berbahaya bagi kulit seperti warna kulit menjadi lebih gelap, eritema 
dan kulit terbakar, ada juga efek yang baru muncul setelah jangka waktu yang 
lama seperti pengerutan kulit, penuaan dini hingga masalah yang paling serius 
timbulnya kanker. Kulit secara alami mampu melindungi diri dari paparan sinar 
matahari yang berbahaya bagi kulit yang disebut melanin. Melanogenesis 
merupakan proses pembentukan melanin pada sel. Proses pembentukan melanin 
ini akan lebih cepat terjadi apabila terpapar sinar ultraviolet. Sinar ultraviolet 
disingkat sinar UV terbagi menjadi 3 jenis yaitu ultraviolet A (UVA), ultraviolet 





Melanin adalah zat yang memberikan warna coklat atau coklat kehitaman 
pada kulit. Pembentukan melanin akan lebih cepat apabila enzim tirosinase 
bekerja secara aktif dengan dipicu oleh sinar ultraviolet. Pembentukan melanin 
dapat dihambat dengan beberapa cara, diantaranya menurunkan sintesis tirosinase, 
menurunkan transfer tirosinase dan menghambat aktivitas tirosinase (Hartanti dan 
Setiyawan 2009). Oleh karena itu, untuk mengurangi efek hiperpigmentasi 
dibutuhkan zat aktif yang berguna sebagai inhibitor tirosinase. Senyawa yang 
menjadi inhibitor tirosinase adalah senyawa golongan flavonoid yang biasanya 
banyak terdapat pada tumbuhan. Selain beberapa senyawa turunan flavonoid, 
hidroquinon, arbutin dan asam askorbat atau lebih dikenal dengan vitamin C juga 
dapat menghambat aktivitas enzim tirosinase. 
Kulit yang sehat dan cerah merupakan idaman bagi semua orang terutama 
kaum perempuan. Oleh karena itu, banyak dari mereka menggunakan kosmetik 
pemutih yang telah banyak beredar atau kita jumpai dipasaran. Tetapi ada pula 
kosmetik yang tidak terdaftar BPOM atau kosmetik ilegal. Selama tahun 2018 
BPOM RI menemukan 113 merek kosmetik ilegal yang mengandung bahan 
dilarang dan berbahaya, diantaranya kosmetik krim pemutih, kosmetik tabir surya, 
lipstik, mascara, concealer, liner, dan body lotion dari berbagai merk. 
Wortel selain bermanfaat untuk kesehatan juga bermanfaat untuk 
kecantikan kulit. Secara turun temurun sampai saat ini wortel di gunakan sebagai 
masker yang dipercaya dapat mengurangi jerawat, anti aging, perawatan kulit 
kering, melindungi kulit dari sinar matahari, serta mencerahkan kulit. Di daerah 
dataran tinggi seperti Malino merupakan penghasil berbagai jenis sayuran seperti 
wortel, Selain dijual untuk menambah perekonomian, masyarakat di sana juga 
memanfaatkan wortel sebagai masker yang ditambahkan dengan bahan lain. 





memiliki berbagai macam manfaat. Selain bahan makanan dan obat-obatan, umbi 
atau akar wortel dapat digunakan untuk keperluan kosmetik. Wortel mengandung 
keratenoid yang berfungsi sebagai antioksidan (Cahyono,2006).  
Menururt penelitian M.R Ghozaly, E.B. Safitri (2016) yang berjudul Uji 
Aktifitas Antioksidan Ektrak N-Heksan, Etil Asetat, Dan Methanol dari Varietas 
Umbi Wortel (Daucus Carrota L) dengan Metode DPPH (1,1-Difenil-2-
Pikrilhidrazil). Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas antioksidan 
dari beberapa varietas wortel dan menggunakan variasi pelarut yaitu n-heksan, etil 
asetat, dan methanol dengan mengekstraksi dengan metode maserasi. Pengukuran 
antioksidan dilakukan dengan metode DPPH menggunakan spektrofotometer UV-
Vis pada panjang gelombang 517 nm. Hasil uji aktivitas antioksidan pada varietas 
umbi wortel menunjukan bahwa ekstrak n-heksan, etil asetat, dan methanol 
memiliki aktivitas sebagai antioksidan dengan nilai IC50 berturut turut pada wortel 
chantenay 108,437 µg/ml, 534,465 µg/ml, 517,93 µg/ml. pada wortel imperator 
335,652 µg/ml, 309,15 µg/ml, 229,81 µg/ml. dan pada wortel nantes 560,6 µg/ml, 
160,08 µg/ml, 488,98 µg/ml. 
Berdasarkan uraian diatas, wortel memiliki aktivitas antioksidan yang 
tinggi. Namun belum ada penelitian ilmiah yang menguji aktivitas dan potensi 
tersebut. Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui aktivitas 
potensi ektrak wortel (Daucus carrota L) sebagai inhibitor enzim tirosinase. 
B. Rumusah masalah 
1. Apakah ekstrak n-heksan umbi wortel (Daucus carrota L) mempunyai 
aktivitas inhibitor tirosinase? 






3. Berapakah nilai IC50 inhibitor tirosinase ekstrak n-heksan umbi wortel 
(Daucus carrota L)? 
C. Definisi operasional dan ruang lingkup penelitian 
1. Definisi operasional 
a. Wortel adalah tanaman sayuran umbi semusim banyak mengandung 
betakaroten yang ada didalam tubuh manusia yang dimetabolisme menjadi 
vitamin A. selain berkhasiat sebagai obat-obatan juga digunakan untuk 
kosmetik.  
b. Ekstrak adalah sediaan pekat hasil dari simplisia yang diekstraksi 
menggunakan pelarut yang sesuai kemudian pelarut diuapkan.  
c. Melanin merupakan pigmen pada kulit yang di bentuk oleh melanosit dengan 
bantuan tirosinase yang dipercepat oleh paparan sinar UV. 
d. Enzim merupakan biokatalisator yaitu senyawa yang mempercepat proses 
reaksi tetapi tidak ikut bereaksi. 
e. Tirosinase adalah enzim yang berperan dalam proses pembentukan melanin 
f. Inhibitor tirosinase adalah penghambatan kerja enzim tirosinase dalam proses 
pembentukan pigmen pada kulit. 
2. Ruang lingkup penelitian 
Ruang lingkup keilmuan dalam penelitian ini adalah Laboratorium 
Fitokimia Jurusan Farmasi Universitas Islam Negeri Alauddin Makassar dan 







D. Kajian Pustaka 
Almunady T. Panagan (2011) yang berjudul Pengaruh Penambahan 
Tepung Wortel (Daucus carrota L) Terhadap Bilangan Peroksida dan Asam 
Lemak Bebas pada Minyak Goreng Curah. Penelitian ini bertujuan untuk 
mengetahui pengaruh penambahan tepung wortel terhadap bilangan peroksida dan 
asam lemak bebas pada minyak goreng curah kelapa sawit yang dibandingkan 
dengan BHT, dan mengetahui keefektifan tepung wortel sebagai antioksidan. 
Hasil penelitian pada hari ke 16 menunjukan bahwa bilangan peroksida Co 2,9333 
mek/kg, C1 2,2667 mek/kg, C2 1,6667 mek/kg, C3 1,4000 mek/kg, dan BHT 
1,8000 mek/kg. berdasarkan data-data tersebut dapat diketahui bahwa tepung 
wortel mengandung zat yang bersifat antioksidan.   
Pada penelitian yang dilakukan oleh Donglin Zhang and Yasunori 
Hamauzu (2004) yang berjudul Phenolic compounds and their antioxidant 
properties in different tissues of carrots (Daucus carota L.) penelitian tersebut 
menentukan senyawa fenolik pada wortel yang berpotensi sebagai antioksidan. 
Penelitian ini mengambil sampel kulit, xylem, dan floem pada wortel kemudian di 
analisis menggunakan metode HPLC hasilnya semua komposisi fenolik dalam 
jaringan yang berbeda adalah sama, tetapi kandungan senyawa fenolik yang 
bervariasi. Senyawa fenolik yang dihasilkan yaitu asam hydroxycinnamic dan 
turunannya seperti asam klorogenat, asam caffeic, asam 3'-caffeoylquinic, asam 
4'p-coumaroylquinic, asam 4'-dicaffeoylquinic, 3' , asam 5'-dicaffeoylquinic dan 
beberapa turunan hydroxycinnamic tak dikenal. 
Pada penelitian yang dilakukan oleh Irmanida dan Morina (2013) yang 
berjudul "Potensi Daun Kayu Bawang (Protium javanicum) sebagai Penghambat 
Kerja Enzim Tirosinase" Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi daun 





methanol dengan asam kojat sebagai kontrol positif. Ekstrak metanol kemudian 
dipartisi dengan n-heksana, etil asetat, n-butanol, dan air. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa fraksi n-heksana menghambat kerja reaksi difenolase pada 
enzim tirosinase dengan nilai IC50 sebesar 114,2 ppm, dan fraksi etil asetat 
mampu menghambat reaksi monofenolase enzim tirosinase (IC50 834,0 ppm). 
Adapun penelitian yang dilakukan oleh Mustika Weni (2014) yang 
berjudul "Aktivitas Penghambatan Ekstrak Sirih Merah (Piper crocatum) 
terhadap Pembentukan Malondialdehida (MDA) dan Enzim Tirosinase". Hasil 
penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol sirih merah konsentrasi 200 ppm 
memiliki daya hambat pembentukan malondialdehid (MDA) sama besar (α>0.05) 
dengan vitamin E, ekstrak n-heksana konsentrasi 200 ppm memiliki daya hambat 
pembentukan malondialdehid (MDA) sama besar (α>0.05) dengan vitamin E. 
Aktivitas penghambatan tirosinase menunjukkan bahwa ekstrak etanol sirih merah 
memiliki nilai IC50 sebesar 1655 ppm sedangkan ekstrak n-heksana sirih merah 
memiliki nilai IC50 sebesar 3090.56 ppm.  
E. Tujuan dan manfaat penelitian 
1. Tujuan penelitian 
a. Untuk mengetahui apakah ekstrak n-heksan umbi wortel (Daucus carrota L)  
mempunyai aktivitas inhibitor tirosinase. 
b. Untuk mengetahui persen aktivitas inhibitor ekstrak n-heksan umbi wortel 
(Daucus carrota L)  
c. Untuk mengetahui nilai IC50 inhibitor tirosinase ekstrak n-heksan umbi wortel 







2. Manfaat penelitian 
a. Secara teoritis 
Memberikan informasi berupa data ilmiah mengenai aktivitas inhibitor 
tirosinase dan data ilmiah nilai IC50 inhibitor tirosinase serta nilai persen aktivitas 
inhibitor ekstrak n-heksan umbi wortel (Daucus carrota L) ekstrak kulit wortel 
(Daucus carrota L). 
b. Secara aplikatif  
Diharapkan dapat menjadi data awal untuk dikembangkan menjadi 
penelitian lebih lanjut misalnya sebagai dasar pembuatan kosmetik pencerah 











A. Uraian Tanaman Wortel 
1. Klasifikasi  
Kingdom : Plantae 
Divisi  : Spermatophyta 
Sub Divisi : Magnoliophyta 
Kelas  : Magnoliopsida 
Sub Kelas : Rosidae 
Ordo  : Apiales 
Family  : Apiaceae 
Genus  : Daucus 
















Wortel adalah tanaman sayuran umbi semusim merupakan tumbuhan 
biennial (siklus hidup 12-24 bulan)  yang menyimpan karbohidrat dalam jumlah 
besar untuk keperluan pertumbuhan/berbunga pada tahun kedua. Tanaman ini 
berbentuk perdu yang tumbuh tegak dengan tinggi 30-100 cm atau lebih. Sistem 
perakaran tunggang dan serabut. Batang pendek, basah, berbentuk bulat, dan 
umumnya berwarna hijau. Daun majemuk, menyirip ganda dua atau tiga, dan 
bertangkai. Bunga bebentuk payung berganda dan berwarna putih atau merah 
jambu agak pucat. Biji berkeping dua, bebentuk bulat pipih, dan berwarna 
kecoklatan. Bagian yang biasa dimakan adalah umbi akar. Umbi akar berwarna 
jingga dan berasa manis (Latief, 2012). 
Di Indonesia wortel dikenal dengan beberapa sebutan tergantung pada 
daerahnya diantaranya Boktel (Melayu), Bortol (Sunda), Ortel (Madura), Wortol 
(Jawa). Adapun beberapa sebutan wortel diluar negeri seperti Wortel (Belanda), 
hu lao bo (China), Carrot (Inggris), Karotte ( Jerman), Dang geun (korea), dan 
Khaerot (Thailand) (Latief, 2012). 
3. Kandungan wortel 
Pigmen : alpha-carotene, betakaroten, beta-cryptoxanthin, lutein, lycopene. 
Phytochemical lainnya : apigenin, pinene, terpinene, terpineol, d-limonene, 
myricetin, asam caffeic, asam p-ceumaric,  asam chlorogenic. 
Kandungan vitamin dan mineral : vitamin A, Vitamin C, Potasium, Kalsium  
Kandungan serat (James, 2008).  
 Hasil skrinning fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak umbi wortel 
(Daucus carrota L) mengandung golongan senyawa alkaloid, flavonoid, dan 





4. Jenis wortel 
Cahyono (2006) mengatakan bahwa pada awalnya hanya dikenal beberapa 
varietas wortel, namun dengan berkembangnya peradaban manusia dan teknologi, 
saat ini telah ditemukan varietas-varietas baru yang lebih unggul dari pada 
generasi-generasi sebelumnya. Varietas-varietas wortel terbagi menjadi 3 
kelompok yang berdasarkan pada bentuk umbi, yaitu tipe Imperator, Chantenay, 
dan Nantes. 
a. Tipe Imperator 
Umbi berbentuk bulat panjang dengan ujung runcing (menyerupai 
kerucut), panjang umbi 20-30 cm, dan rasa yang kurang manis sehingga kurang 
disukai oleh konsumen. 
b. Tipe Chantenay 
Umbi berbentuk bulat panjang dengan ujung tumpul, panjang antara 15-20 
cm, dan rasa yang manis sehingga disukai oleh konsumen.  
c. Tipe Nantes  
Umbi berbentuk peralihan antara tipe Imperator dan tipe Chantenay, yaitu 
bulat pendek dengan ukuran panjang 5-6 cm atau berbentuk bulat agak panjang 
dengan ukuran panjang 10-15 cm. Dari ketiga kelompok tersebut, varietas yang 
termasuk ke dalam kelompok chantenay yang dapat memberikan hasil (produksi) 
paling baik, sehingga paling banyak dikembangkan. 
5. Manfaat wortel 
Wortel merupakan tanaman dengan berkaroten terkaya, unsur yang mampu 
melindungi tubuh dari kerusakan sel. Sementara vitamin A dalam wortel 





sistem imun tubuh. Kalsiumnya menjaga kesehatan tulang dan gigi serta 
membantu kerja berbagai otot dan saraf  (Aprilia, 2007). 
Manfaat wortel yaitu berguna untuk memenuhi kebutuhan kalsium, anti  
kanker, mengatasi amandel, gangguan pernapasan, antioksidan, meningkatkan  
imunitas, dan menghaluskan kulit. Zat yang terdapat dalam wortel juga berguna 
buat reproduksi, dalam hal ini mengatasi kemandulan & menyuburkan organ  
reproduksi. Wortel juga baik untuk kesehatan mata, karena mencagah rabun senja 
dan memulihkan penglihatan lemah. Di dalam wortel juga terdapat pektin yg baik  
untuk menurunkan kolestrol dalam darah. Serat yang tinggi juga bermanfaat  
mencegah terjadinya konstipasi alias susah buang air. Wortel juga dapat 
mengatasi gangguan kulit, seperti jerawat, bengkak bernanah, dan kulit kering 
(Depkes RI, 2009). 
B. Ekstraksi  
1. Definisi 
Ekstraksi adalah proses mendapatkan ekstrak kental yang diperoleh 
dengan mengekstraksi senyawa aktif dari simplisia nabati atau hewani 
menggunakan pelarut yang sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut 
diuapkan (Ditjen POM, 2000) 
2. Jenis jenis ekstraksi 
a. Cara dingin  
1) Maserasi 
Maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia dengan menggunakan 
pelarut dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperatur 
ruangan (kamar). Secara teknologi termasuk ekstraksi dengan prinsip metode 





pengadukan yang kontinyu. Remaserasi berarti dilakukan penyaringan maserat 
pertama dan seterusnya. 
2) Perkolasi 
Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru sampai 
sempurna yang umumnya dilakukan pada temperatur ruangan. Proses terdiri dari 
tahapan pengembangan bahan, tahap maserasi antara, tahap perkolasi sebenarnya 
(penetesan/penampungan ekstrak), terus-menerus sampai diperoleh ekstrak 
(perkolat) yang jumlahnya 1-5 kali bahan. 
b. Cara panas 
1) Refluks 
Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik didihnya, 
selama waktu tertentu dan jumlahnya pelarut terbatas yang relatif konstan dengan 
adanya pendingin balik. Umumnya dilakukan pengulangan proses pada residu 
pertama sampai 3-5 kali sehingga dapat termasuk proses ekstraksi sempurna. 
2) Soxhlet 
Soxhlet adalah ekstraksi menggunakan pelarut yang selalu baru yang 
umumnya dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi kontinyu 
dengan jumlah pelarut relatif konstan dengan adanya pendingin balik. 
3) Digesti 
Digesti adalah maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinyu) pada 
temperatur yang lebih tinggi dari temperatur ruangan (kamar), yaitu secara umum 










Infus adalah ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur penangas air 
(bejana infuse tercelup dalam penangas air mendidih, tempertur terukur 96-98
o
C) 
selama waktu tertentu (15-20 menit) 
c. Destilasi Uap 
Destilasi uap adalah ekstraksi senyawa kandungan menguap (minyak 
atsiri) dari bahan (segar atau simplisia) dengan uap air berdasarkan peristiwa 
tekanan parsial senyawa kandungan menguap dengan fase uap air dari ketel secara 
kontinyu sampai sempurna dan diakhiri dengan kondensasi fase uap campuran 
(senyawa kandungan menguap ikut terdestilasi) menjadi destilat air bersama 
senyawa kandungan yang memisah sempurna atau memisah sebagian. (Ditjen 
POM, 2000) 
C. Anatomi fisiologi kulit 














Kulit adalah selimut yang menutupi permukaan tubuh dan memiliki fungsi 
utama sebagai pelindung dari berbagai macam gangguan dan rangsangan  luar. 
Luas kulit pada manusia rata-rata ± 2 meter persegi, dengan berat 10 kg jika 
dengan lemaknya atau 4 kg jika tanpa lemak (Tranggono, 2007).  
Kulit terbagi atas dua lapisan utama, yaitu epidermis (kulit ari) sebagai 
lapisan yang paling luar dan Dermis, sedangkan subkutis atau jaringan lemak 
terletak dibawah dermis.  
a. Epidermis 
Epidermis terdiri atas 5 lapisan sel penghasil keratin (keratinosit) yaitu: 
1. Stratum basal (stratum germinativum) terdiri atas selapis sel kuboid atau 
silindris basofilik yang terletak di atas lamina basalis pada perbatasan 
epidermis – dermis. 
2. Stratum spinosum, terdiri atas sel-sel kuboid, atau agak gepeng dengan inti 
ditengah dan sitoplasma dengan cabang-cabang yang terisi berkas 
filament. 
3. Stratum granulosum, terdiri atas 3-5 lapis sel poligonal gepeng yang 
sitoplasmanya berisikan granul basofilik kasar. 
4. Stratum lusidum, tampak lebih jelas pada kulit tebal, lapisan ini  bersifat 
translusens dan terdiri atas lapisan tipis sel epidermis eosinofilik yang 
sangat gepeng 
5. Stratum korneum, lapisan ini terdiri atas 1−20 lapis sel gepeng  berkeratin 
tanpa inti dengan sitoplasma yang dipenuhi skleroprotein filamentosa 






Dermis terdiri atas 2 lapisan dengan batas yang tidak nyata, stratum 
papilare di sebelah luar dan stratum reticular yang lebih dalam. 
1. Stratum papilar, terdiri atas jaringan ikat longgar, fibroblas dan sel 
jaringan ikat lainnya terdapat di stratum ini seperti sel mast dan 11 
makrofag. Dari lapisan ini, serabut lapisan kolagen khusus menyelip ke 
dalam lamina basalis dan meluas ke dalam dermis. Serabut kolagen 
tersebut mengikat dermis pada epidermis dan disebut serabut penambat. 
2. Stratum retikular, terdiri atas jaringan ikat padat tak teratur (terutama 
kolagen tipe I), dan oleh karena itu memiliki lebih banyak serat dan lebih 
sedikit sel dari pada stratum papilar (Junqueira, 2007). 
Dermis kaya dengan jaring-jaring pembuluh darah dan limfa. Di daerah  
kulit tertentu, darah dapat langsung mengalir dari arteri ke dalam vena  melalui 
anastomosis atau pirau arteriovenosa. Pirau ini berperan sangat  penting pada 
pengaturan suhu. Selain komponen tersebut, dermis  mengandung beberapa 
turunan epidermis, yaitu folikel rambut kelenjar keringat dan kelenjar sebasea 
(Junqueira, 2007). 
c. Jaringan lemak 
Lapisan ini terdiri atas jaringan ikat longgar yang mengikat kulit secara  
longgar pada organ - organ di bawahnya, yang memungkinkan kulit  bergeser di 
atasnya. Hipodermis sering mengandung sel-sel lemak yang jumlahnya bervariasi 
sesuai daerah tubuh dan ukuran yang bervariasi sesuai dengan status gizi yang 
bersangkutan. Lapisan ini juga disebut sebagai jaringan subkutan dan jika cukup 







2. Warna kulit 
Warna kulit sangat beragam, dari yang berwarna putih mulus, kuning, 
cokelat, kemerahan, atau hitam. Warna kulit terutama ditentukan oleh: 
a. Oxyhemoglobin yang berwarna merah. 
b. Hemoglobin tereduksi yang berwarna merah kebiruan. 
c. Melanin yang berwarna cokelat. 
d. Keratohyalin yang memberikan penampakan opaque pada kulit. 
e. Lapisan-lapisan stratum corneum yang memiliki warna putih kekuningan atau 
keabu-abuan (Kusantati, 2008). 
  Dari semua bahan pembangun warna kulit itu, yang paling menentukan 
warna kulit adalah pigmen. Jumlah, tipe, ukuran, dan distribusi pigmen melanin 
ini akan menentukan variasi warna kulit. Semakin banyak melanin yang 
terbentuk, maka semakin gelap kulit tersebut. Melanin adalah pigmen alamiah 
kulit yang memberikan warna cokelat. Melanin dibuat dari tirosin sejenis asam 
amino dan dengan oksidasi tirosin diubah menjadi butiran-butiran melanin yang 
berwarna coklat, serta untuk proses ini perlu adanya enzim tirosinase dan oksigen. 
Oksidasi tirosin menjadi melanin berlangsung lebih lancar pada suhu yang lebih 
tinggi atau dibawah sinar ultraviolet. Jumlah, tipe, ukuran dan distribusi pigmen 
melanin kulit terjadi pada butir-butir melanosom yang dihasilkan oleh sel-sel 
melanosit yang terdapat di antara sel-sel basal keratinosit di dalam lapisan-lapisan 
benih (Kusantati, 2008). 
Pembentukan melanosom di dalam melanosit melalui 4 fase yaitu sebagai 
berikut: 
a. Fase I permulaan pembentukan melanosom dari matriks protein dan tirosinase, 





b. Fase II disebut pramelanosum, pembentukan belum sempurna belum terlihat 
adanya pembentukan melanin. 
c. Fase III mulai nampak adanya deposit melanin di dalam membran vesikula. 
Disini mulai terjadi melanisasi melanosom. 
d. Fase IV deposit melanin memenuhi melanosom yang merupakan partikel - 
partikel padat dan berbentuk sama (Tranggono, 2007). 
Ada 2 macam pigmen melanin dengan variasi warna yang terjadi 
diantaranya: 
a. Eumelanin memberikan warna gelap, terutama hitam, cokelat dan variasinya, 
serta mengandung nitrogen. 
b. Feomelanin memberikan warna cerah, kuning sampai merah, mengandung 
nitrogen dan sulfur (Tranggono, 2007). 
3. Eritema dan pigmentasi  
Eritema atau sunburn adalah bentuk luka bakar yang mempengaruhi 
jaringan kulit yang disebabkan oleh paparan radiasi sinar UV berlebih. Biasanya 
gejala normal terdiri dari kulit kemerah-merahan dan panas jika disentuh (Roshni 
dkk, 2014). 
Kulit yang terpapar sinar matahari selama antara 6-20 jam akan 
menghasilkan eritema yang cepat atau lambat menimbulkan pencoklatan kulit 
(tanning). Tanning cepat tampak jelas 1 jam setelah kulit terpapar matahari dan 
kemudian akan hilang kembali dalam waktu 4 jam. Di sini tidak tampak adanya 
pembentukan melanosom baru. Tanning lambat terjadi 48-72 jam setelah kulit 
terpapar sinar UV-A. Hal ini disebabkan oleh pembentukan melanosom-






Reaksi kulit yang terkena sinar UV adalah kerusakan kulit seperti sunburn 
tetapi dapat memicu mekanisme pertahanan untuk mengembalikan kerusakan dan 
meningkatkan produksi melanin untuk mencegah kerusakan. Melanin menyerap 
cahaya gelombang UV bertindak sebagai photoprotectant. Derajat sunburn yang 
ditimbulkan digolongkan menjadi empat, yaitu: 
a. Superficial (First-Degree) 
Luka bakar tingkat pertama hanya melibatkan epidermis, seperti sengatan 
matahari, nyeri dan kering. Luka bakar tingkat pertama biasanya sembuh dalam 5-
10 hari. 
b. Burns Superficial (Superficial Second-Degree) 
Luka bakar derajat kedua melibatkan epidermis dan sampai bagian dermis. 
Ditandai dengan melepuh, basah dan pucat ketika disentuh. Luka bakar ini 
sembuh dalam waktu dua minggu dan umumnya tidak menyebabkan kulit kasar 
namun perubahan warna memungkinkan. 
c. Deep Partial-Thickness (Deep Second-Degree)  
Luka bakar tingkat dua yang dalam melibatkan lebih dalam lapisan dermis 
yaitu dermis reticular. Ditandai tampak putih dan tidak pucat, luka bakar ini tidak 
sembuh dalam waktu kurang dari tiga minggu dan mengakibatkan kulit kasar. 
d. Full-Thickness (Third-Degree) 
Luka bakar tingkat ketiga menghancurkan semua lapisan kulit termasuk 
lemak subkutan yang mendasarinya. Ditandai dengan coklat tua dan kasar serta 
sudah tidak memiliki rasa ketika disentuh (Roshni dkk, 2014) 
Kulit terbagi atas beberapa tipe kulit yaitu: 





b. Tipe II  : mudah terbakar, jarang menjadi coklat 
c. Tipe III : kadang-kadang terbakar, mudah menjadi coklat 
d. Tipe IV : tidak pernah terbakar, mudah menjadi coklat 
e. Tipe V  : secara genetik coklat 










Gambar 3. Tipe-tipe kulit 
Respon pertama terhadap radiasi UV adalah peningkatan distribusi 
melanosom. Hal ini dengan cepat dapat meningkatkan pigmentasi pada lapisan 
basal (stratum basalis), sehingga warna kulit menjadi coklat karena sinar matahari. 
Apabila stimulasi dihentikan, warna coklat dapat dihentikan, warna coklat cepat 
menghilang atau mengelupas seiring dengan pergantian normal epidermis. Kulit 
yang terpapar dengan sinar matahari lebih lama, maka produksi melanin 








D. Melanin  
Melanin merupakan pigmen yang dihasilkan oleh melanosit dari 
polimerisasi dan oksidasi pada proses melanogenesis dan pembentukannya 
memerlukan adanya enzim tirosinase (Damayanti, 2004)  
1. Jenis-jenis melanin  
Terdapat dua tipe pigmen melanin utama, antara lain :  
a. Eumelanin  
Pigmen ini memberikan warna coklat atau coklat gelap dan hitam. Tidak 
larut dalam semua macam laruan, mempunyai berat molekul tinggi, mengandung 
nitrogen dan terjadi oleh karena proses oksidasi dan polimerisasi bentuk 5,6 
dihidroksiindol dan 5,6 dihidroksiindol 2 asam karboksil.  
b. Feomelanin  
Pigmen ini memberi warna cerah, yaitu kuning hingga coklat kemerahan. 
Larut terutama dalam alkali, mengandung nitrogen dan sulfur dan terjadi oleh 
karena proses polimerisasi sistenil dopa.  
Selain itu juga dikenal tipe pigmen yang lain, yaitu oksimelanin, 
trichrome, melanin campuran (mixed type melanins) dan neuromelanin. 
2. Fungsi melanin  
a. Memberi warna pada kulit  
b. Sebagai substansi fotoproteksi (tabir surya alami)  
c. Sebagai komponen pengikat obat (drugs-binding agents)  
d. Sebagai “energy tranducer” melanin mampu mengubah beberapa bentuk 







3. Melanogenesis  
Proses biokimia pigmentasi kulit (melanogenesis) bersifat sangat 
kompleks. Proses melanogenesis ini menghasilkan pigmen eumelanin dan 
feomelanin. Baik eumelanin maupun feomelanin keduanya adalah derivat tirosin 
melalui beberapa tahapan. Tirosin mengalami proses oksidasi menjadi 3,4-
dihidroksi-fenilalanin (DOPA) oleh aktivitas enzim tirosinase dan kemudian 
dioksidasi lagi menjadi bentuk dopakuinon. Setelah tahap ini, jalur melanogenesis 
terbagi menjadi dua bagian, yaitu eumelanogenesis dan feomelanogenesis.  
Pada jalur eumelanogenesis, senyawa dopakuinon mengalami oksidasi 
menjadi bentuk leukodopakrom (siklodopa) yang secara cepat pula berubah 
menjadi bentuk dopakrom. Selanjutnya dopakrom mengalami perubahan bentuk 
menjadi 5,6 dihidroksiindol dan 5,6 dihidroksi-indol 2 asam karboksilik. Pada 
tahap akhir pembentukan pigmen eumelanin apakah lebih dipengaruhi oleh 
polimerisasi senyawa 5,6 dihidroksiindol atau 5,6 dihidroksiindol 2 asam 
karboksilik sampai saat ini masih kontroversial.  
Pada jalur feomelanogenesis, penambahan kelompok sulfhidril (sistein 
ataupun glutation) pada senyawa dopakuinon, akan menyebabkan reaksi 
nonenzimatis secara cepat pada metabolisme melanosit sehingga terbentuk 
senyawa sisteinil dopa. Kemudian senyawa ini mengalami oksidasi menjadi 









Gambar 4. Proses pembentukan melanin 
 
E. Enzim 
1. Pengertian enzim 
Enzim merupakan katalisator pilihan yang diharapkan dapat mengurangi 
dampak pencemaran lingkungan dan pemborosan energi karena reaksinya tidak 
membutuhkan energi, bersifat spesifik dan tidak beracun. Enzim telah 
dimanfaatkan secara luas pada berbagai industri produk pertanian, kimia dan 
industri obat-obatan. Tiga sifat utama dari biokatalisator adalah menaikkan 
kecepatan reaksi, mempunyai kekhususan dalam reaksi dan produk serta kontrol 
kinetik (Akhdiya, 2003). 
2. Mekanisme kerja enzim 
Enzim bekerja dengan cara menempel pada permukaan molekul zat zat 
yang bereaksi dan dengan demikian mempercepat proses reaksi. Percepatan 
terjadi karena enzim menurunkan energi pengaktifan yang dengan sendirinya akan 
mempermudah terjadinya reaksi. Sebagian besar enzim bekerja secara khas, yang 
artinya setiap jenis enzim hanya dapat bekerja pada satu macam senyawa atau 
reaksi kimia. Hal ini disebabkan perbedaan struktur kimia tiap enzim yang bersifat 





Substrat berikatan dengan sisi aktif suatu enzim melalui beberapa bentuk 
ikatan kimia yang lemah (misalnya interaksi elektrostatik, ikatan hidrogen, ikatan 
van der Waals, dan interaksi hidrofobik). Setelah berikatan dengan bagian sisi 
aktif enzim, substrat bersama-sama enzim kemudian membentuk suatu kompleks 
enzim-substrat, selanjutnya terjadi proses katalisis oleh enzim untuk membentuk 
produk. Ketika produk sudah terbentuk enzim menjadi bebas kembali untuk 








Gambar 6. Jenis-jenis enzim 
 






a. Model kunci dan anak kunci yang diusulkan oleh Emil Fisher pada tahun 
1894, yang menyatakan bahwa bentuk molekul substrat dengan sisi aktif 
enzim serupa dengan anak kunci dengan kuncinya. 
b. Induced-fit model diusulkan pada tahun 1958 oleh Daniel E. Koshland, Jr. 
yang menyatakan bahwa terikatnya substrat menyebabkan perubahan 
konformasi pada bagian sisi aktif enzim. (Suhara, 2008) 
3. Faktor faktor yang mempengaruhi kerja enzim 
Kerja enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor terutama adalah 
temperature, derajat keasaman (pH), konsentrasi enzim dan substrat, kofaktor dan 
inhibitor. (Fauziyah, 2012) 
a. Temperatur 
Enzim tersusun dari protein, maka enzim sangat peka terhadap temperatur. 
Temperatur yang terlalu tinggi dapat menyebabkan denaturasi protein. Temperatur 
yang terlalu rendah dapat menghambat reaksi. Pada umumnya temperatur 
optimum enzim adalah 30-400
o
C. Kebanyakan enzim tidak menunjukkan reaksi 
jika suhu turun sampai 0
o
C, namun enzim tidak rusak, bila suhu normal maka 




b. Derajat Keasaman (pH) 
Enzim juga sangat terpengaruh oleh pH. Perubahan pH dapat 
mempengaruhi perubahan asam amino kunci pada sisi aktif enzim sehingga 
menghalangi sisi aktif berkombinasi dengan substratnya. pH optimum yang 
diperlukan berbeda - beda tergantung jenis enzimnya 
c. Konsentrasi Enzim dan Substrat 
Agar reaksi berjalan optimum, maka perbandingan jumlah antara enzim 





reaksi akan berjalan lambat bahkan ada substrat yang tidak terkatalisasi. Semakin 
banyak enzim, reaksi akan semakin cepat. 
d. Inhibitor Enzim 
Seringkali enzim dihambat oleh suatu zat yang disebut inhibitor, ada dua 
jenis inhibitor yaitu sebagai berikut: 
1) Inhibitor kompetitif. 
Pada penghambatan ini zat- zat penghambat mempunyai struktur yang 
mirip dengan struktur substrat. Dengan demikian baik substrat maupun zat 
penghambat berkompetisi atau bersaing untuk bersatu dengan sisi aktif enzim, jika 
zat penghambat lebih dulu berikatan dengan sisi aktif enzim, maka substratnya 
tidak dapat lagi berikatan dengan sisi aktif enzim. 
2) Inhibitor nonkompetitif 
Pada penghambatan ini, substrat sudah tidak dapat berikatan dengan 
kompleks enzim- inhibitor, karena sisi aktif enzim berubah 
4. Sifat sifat enzim 
a. Enzim sebagai biokatalisator 
Enzim merupakan katalis yang dapat mengubah laju reaksi tanpa ikut 
bereaksi. Enzim bersifat khas (spesifik Pengantar Tentang Enzim 121 kerjanya) 
dan aktivitasnya dapat diatur. Tanpa kehadiran enzim, suatu reaksi itu sangat 
sukar terjadi, sementara dengan kehadiran enzim kecepatan reaksinya dapat 
meningkat sampai 107 kali. 
b. Enzim itu Suatu Protein 
Struktur dari suatu enzim tidak lain adalah protein, karena aktivitas 
katalitiknya bergantung pada integritas strukturnya sebagai protein, walaupun ada 
beberapa senyawa yang dapat bertindak sebagai katalis, misalnya RNA. 





Fungsi enzim itu tertentu, tiap perubahan zat tertentu diperlukan suatu 
jenis enzim tertentu pula. Misalnya enzim katalase hanya digunakan untuk 
menguraikan H2O2, amylase hanya untuk mengkatalisis amilum sebagai 
substratnya. 
d. Enzim ada yang bisa bekerja bolak-balik 
Beberapa enzim kerjanya dapat bolak balik, misalnya enzim lipase dapat 
bekerja untuk mengkatalisis molekul lemak menjadi komponen penyusunnya, 
yaitu asam lemak dan gliserol atau sebaliknya menyusun lemak dari 
komponennya. (Suhara, 2008)  
 
F. Enzim tirosinase 
Enzim merupakan katalis yang dapat mengubah laju Katalisator reaksi 
tanpa ikut bereaksi. Enzim bersifat khas (spesifik kerjanya) dan aktivitasnya dapat 
diatur. Umumnya suatu enzim itu adalah protein, walaupun ada beberapa senyawa 
yang dapat bertindak sebagai katalis (Suhara, 2008). 
Enzim yang berperan penting pada jalur sintesis melanin adalah tirosinase. 
Tirosinase memiliki aktivitas hidroksilasi tirosin, oksidasi L-DOPA (3,4- 
dihidroksifenilalanin) dan oksidasi hidroksiindol. Oleh karena itu, tirosinase dapat 
mengatalisis beberapa langkah dalam biosintesis melanin. Enzim tirosinase 
bekerja mengubah tirosin menjadi 3,4- dihidroksifenilalanin (DOPA) dan 
kemudian menjadi dopakuinon yang selanjutnya melalui beberapa tahap 






Gambar 7. Reaksi oksidasi dengan katalis enzim tirosinase 
 
Aktivitas tirosinase ditemukan pada sejumlah mikroorganisme, tumbuhan 
maupun hewan dan yang terbaik berasal dari Streptomyces glausescens, jamur 
Neurospora crassa dan Agaricus bisporus (Chang, 2009). Pada tumbuhan, 
tirosinase berperan dalam mengoksidasi jalur pencoklatan (browning pathway) 
yang teramati saat jaringan rusak dan terpapar udara. Sehingga apabila kecepatan 
aktivitas tirosinase meningkat, akan sebanding dengan peningkatan konversi 
tirosin untuk membentuk melanin. Hampir semua uji penghambatan tirosinase 
menggunakan tirosinase jamur dikarenakan enzim ini tersedia secara komersial. 
(Chang, 2009). 
G. Inhibitor tirosinase 
Penghambatan tirosinase merupakan salah satu strategi untuk mencegah 
hiperpigmentasi kulit. Tirosinase merupakan enzim yang berperan dalam 
biosintesis melanin. Enzim ini mengkatalisis reaksi hidroksilasi tirosin menjadi L-
3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA), yang kemudian dikonversi menjadi senyawa 
reaktif dopakuinon. Hal ini dapat menyebabkan kulit tampak menjadi tampak 
lebih cerah (Nerya dkk, 2004). 
Beberapa senyawa yang berfungsi sebagai inhibitor tirosinase, diantaranya 
adalah merkuri, hidrokuinon, arbutin, alpha-hydroxy acid (AHA), kojic acid, 
asam askorbat dan beberapa senyawa turunan fenol. Dari banyaknya senyawa 
inhibitor tirosinase yang telah diketahui terdapat senyawa yang memberikan efek 
negatif bila dipakai pada kulit dalam jangka panjang seperti merkuri, hidrokuinon 
dan AHA. Hidrokuinon memberikan efek toksik karena zat ini berkompetisi 





mengoksidasi hidrokuinon menjadi benzokuinon. Benzokuinon jenis p-
benzoquinon inilah yang bersifat toksik terhadap DNA (Westerhoof & Kooyers, 
2005). 
Menurut Chang (2009), mekanisme inhibisi tirosinase dapat dilakukan 
dengan beberapa cara berikut :  
1. Agen pereduksi yang dapat mereduksi dopakuinon, seperti asam askorbat. 
2. O-Dopakuinon scavenger seperti pada komponen yang mengandung 
gugus tiol dapat bereaksi dengan dopakuinon untuk membentuk produk 
tanpa warna.  
3. Substrat enzim alternatif yang dapat menyerap hasil reaksi kuinoid yang 
bukan dari produk dopakrom, seperti pada kebanyakan komponen fenolik.  
4. Inaktivator enzim nonspesifik yang tidak secara khusus mendenaturasi 
enzim sehingga dapat menghambat aktivitasnya, seperti asam atau basa.  
5. Inaktivator tirosinase spesifik yang dapat mengkatalisis tirosinase dan 
membentuk ikatan kovalen dengan enzim sehingga menginaktivasi secara 
irreversibel. Inhibitor jenis ini dikenal sebagai suicide substrates.  
6. Inhibitor tirosinase spesifik yang berikatan reversibel dengan tirosinase 
dan mereduksi kapasitas katalisisnya. Mekanisme ini paling banyak 
ditemukan  
Evaluasi eksperimental inhibitor tirosinase dapat dicapai diantaranya 
sebagai berikut: 
1. Mengurangi agen seperti asam askorbat menyebabkan reduksi kimia 
dopaquinone, dan mengurangi o-dopaquinone ke L-DOPA, jadi menghindari 





2. o-Dopaquinonescavenger seperti kebanyakan senyawa yang mengandung 
thio dapat bereaksi dengan dopaquinone, untuk membentuk produk yang 
tidak berwarna. kemudian proses melanogenetiknya diperlambat 
3. Beberapa senyawa fenolik bertindak sebagai substrat tirosinase alternatif, 
produk reaksi quinoid mereka menyerap dalam rentang spektral yang 
berbeda dari dopakrom. Ketika fenolat ini menunjukkan afinitas yang baik 
untuk tirosinase, pembentukan dopakrom dicegah, karenanya mereka bisa 
dianggap sebagai inhibitor tirosinase.   
4. Nonspesifik inaktivator tirosinase seperti asam atau basa, yang tidak 
spesifik denaturasi enzim dan menghambat aktivitasnya. Asam atau basa 
kadang-kadang keliru dianggap sebagai inhibitor tirosinase.  
Sebenarnya, inhibitor tirosinase spesifik harus dikatalisis oleh tirosinase dan 
membentuk ikatan kovalen dengan enzim, sehingga tidak dapat diubah lagi enzim 
selama reaksi katalitik. Juga, beberapa bahan kimia senyawa yang secara 
reversibel berikatan dengan tirosinase dan mengurangi katalitiknya kapasitas, dan 
mereka juga bisa diakui sebagai spesifik tyrosinase inhibitor. Secara umum, 
beberapa inhibitor tirosinase hanya menunjukkan efek lemah penghambatan 
karena sifat reaktif dan habis pakai mereka terhadap tirosinase atau produk 
kuinon.Inhibitor tirosinase dapat digolongkan menjadi empat jenis, termasuk 
inhibitor kompetitif, inhibitor tidak kompetitif, tipe campuran (kompetitif/tidak 
kompetitif) inhibitor, dan inhibitor non-kompetitif. Inhibitor kompetitif 
menggabungkan dengan tirosinase gratis yang mencegah pengikatan 
substrat.Sebuah inhibitor kompetitif mungkin merupakan chelator ion tembaga, 







H. Asam kojat 
Asam kojat (5-hidroksi-2-(hidroksimetil)-1,4-piron) adalah metabolit 
sekunder yang banyak diproduksi oleh jamur dari spesies Aspergillus dan 
Penicillum melalui proses fermentasi dalam kondisi aerob. Penggunaan asam 
kojat yang paling banyak ditemui dalam bidang kosmetik, yaitu sebagai pemutih 
dan pelindung dari sinar UV (Henny setiawati, 2003) 
Bahan asam kojat telah dilaporkan memiliki potensi kepekaan yang tinggi 
dan dapat menyebabkan dermatitis kontak iritan. Namun, hal ini berguna pada 
pasien yang tidak dapat mentoleransi hydroquinone dan studi menunjukkan dapat 
dikombinasikan dengan kortikosteroid topikal untuk mengurangi iritasi. Produk 
pencerah kulit yang mengandung asam kojat biasanya digunakan dua kali per hari 
selama 1 atau 2 bulan atau sampai efek yang diinginkan tercapai (Sholikah, 2017). 
I. Microplate Reader 
Microplate reader atau plate reader merupakan suatu instrumen yang 
digunakan untuk mendeteksi sampel kimia, fisika, ataubiologis dalam ukuran 
mikro. Alat iniumumnya digunakan dalam penelitian obat,validasi, dan banyak 
lagi yang umumnya digunakan dalam bidang farmasi, bioteknologi,dan akademik. 
Format microplate yang umum digunakan yaitu dengan 96 sumur yang terdiri dari 
12 kolom dan 8 baris (Ganske, 2010). 
Pengukuran absorbansi dapat dilakukan dengan microplate reader. 
Pembacaan absorbansi suatu sampel dimanfaatkan untuk uji ELISA, kuantifikasi 
protein dan asam nukleat, serta uji terhadap aktivitas enzim.  Prinsip kerja 
microplate reader tidak berbeda jauh dengan spektrofotometri. Sumber cahaya 
menyinari sampel yang akan diukur dengan panjang gelombang tertentu (diatur 
dengan filter cahaya atau sebuah monokromtor) dan kemudian detektor 





cahaya yang ditransmisikan berhubungan dengan konsentrasi molekul yang akan 
dicari (Ganske, 2010). 
J. Tinjauan islam 
Dalam Al-Quran dijelaskan Maha besar Allah yang telah menciptakan 
alam semesta dan segala yang ada didalamnya. Allah SWT berfirman dalam Q.S 
Al-An’am (6) ayat 1: 
 ْاوَُزفَك َهيِذهلٱ هُمث ََۖرىُّىلٱَو ِت ََُٰملُّظلٱ َلَعَجَو َضَۡرۡلۡٱَو ِت ََٰى ََٰم هسلٱ ََقلَخ يِذهلٱ ِ هِلِلّ ُدۡمَحۡلٱ
  بَِزب  َنُىلِدَۡعي ۡمِه 
 
Terjemahannya: 
"Segala puji bagi Allah yang telah menciptakan langit dan bumi dan 
mengadakan gelap dan terang, namun orang-orang yang kafir 
mempersekutukan  (sesuatu) denganTuhan mereka (Q.S Al-An’am (6) : 
1)” 
Dalam ayat ini dijelaskan bahwa pujian dan penghormatan bagi Allah 
yang menciptakan langit, bumi, kegelapan dan cahaya demi kemaslahatan 
manusia dengan kekuasaan dan kebijaksanaan-Nya. Namun, dengan nikmat yang 
besar seperti itu, ternyata orang-orang kafir tetap menyekutukan Allah dalam 
beribadah (Shihab, 2000) 
Dalam ayat lain dijelaskan bahwa matahari sebagai sumber kehidupan bagi 
semuah mahluk ciptaan-Nya. Sesuai dengan firmannya Allah swt dalam surah 
Asy-syams (91) : 1: 
  َاه َٰىَحُضَو ِسۡمهشلٱَو 
Terjemahnya: 





Dalam ayat ini Allah bersumpah dengan matahari dan cahayanya pada 
waktu duha yang sangat terang dan kontras dengan sesaat sebelumnya dimana 
kegelapan manutup alam ini, kemudian Allah bersumpah dengan bulan yang 
bertolak belakang dengan matahari, sebab ia bukan sumber cahaya dari matahari. 
Menurut kajian ilmiah, cahaya di pagi hari adalah yang paling lengkap 
kekayaan panjang gelombangnya. Oleh karena itu, cahaya matahari pagi paling 
baik khasiatnya bagi manusia. Matahari adalah sumber energy utama bagi 
manusia, sedangkan cahayanya terdiri dai cahaya tampak, inframerah dan 
ultraviolet (Kementrian agama, 2001) 
Dalam ayat lain juga disebutkan bahwa Allah menciptaka segala sesuatu 
tidak ada yang sia-sia seperti tumbuh-tumbuhan. Sesuai dengan firman Allah swt 
dalam QS. Asy-syu'ara (26) : ayat 7: 
  ٍميِزَك ٍميِزَك ٖجۡوَس  لُك هِم َاهيِف َاىَۡتبَۢوأ ۡمَك ِضَۡرۡلۡٱ َىلِإ ْاۡوََزي َۡمل ََوأ 
Terjemahnya:  
"Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya 
Kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang 
baik? (QS As-syu'ara (26) : 1)" 
Dalam ayat ini adakah mereka akan terus mempertahankan kekufuran dan 
pendustaan serta tidak merenungi dan mengamati sebagian ciptan Allah dibumi 
ini? Sebenarnya jika mereka mengamati dan merenungi hal itu niscaya mereka 
akan mendapat petunjuk. Kamilah yang mengeluarkan dari bumi ini beraneka 
ragam tumbuh-tumbuhan yang mendatangkan manfaat. Dan itu semua hanya 
dapat dilakukan oleh Tuhan yang Mahaesa dan Maha Kuasa (Shihab, 2000) 
Dalam ayat lain juga dipertegas bahwa Allah menciptakan sesuatu tidak 







 ِرا َّنلا َباَذَع اَنِقَف َكَناَحْبُس الًِطاَب اَذ ََٰه َتْقَلَخ اَم اَن َّبَر 
Terjemahnya: 
"Ya Tuhan kami, tiadaklah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia, Maha 
Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka. (Q.S Al-imran (2) : 
191) 
Pada ayat diatas dijelaskan bahwa (“Wahai Tuhan kami! Tidaklah Engkau 
ciptakan ini) maksudnya makhluk yang kami saksikan ini (dengan sia-sia) 
menjadi hal sebaliknya semua ini menjadi bukti atas kesempurnaan kekuasaan-Mu 
(Maha Suci Engkau) artinya tidak mungkin Engkau akan berbuat sia-sia (maka 
lindungilah kami dari siksa neraka). 
Dari penjelasan ayat-ayat di atas, dapat ditarik kesimpulan bahwa manusia yang 
memiliki iman kepada Allah Swt., hendaknya memperhatikan dan memikirkan 
tanda-tanda kekuasaan Allah yang telah diciptakan-Nya karna semua yang 
diciptakan Allah memiliki manfaat. Allah Swt menumbuhkan tumbuh-tumbuhan 
yang baik yang bermanfaat. Hal inilah mendorong manusia yang beriman dan 
berilmu untuk senantiasa mengembangkan ilmu pengetahuan khususnya ilmu 
yang membahas tentang obat yang berasal dari alam yaitu tumbuh-tumbuhan 
ataupun buah-buahan. 
Salah satu tanaman umbi wortel (Daucus carrota L.) dapat digunakan 
sebagai bahan penelitian sehingga dapat diketahui manfaat dari tumbuhan sebagai 
bahan pengobatan salah satu manfaatnya yaitu mengatasi produksi melanin secara 
berlebih dengan bantuan inhibitor tirosinase alami dari ekstrak daun afrika. 
Sebagaimana yang diriwayatkan dari Abu Hurairah radiyallahu anhu, Nabi 
Muhammad Shallallahu 'Alaihi Wa Sallam bersabda: 
 
 ْمَلَسَو ِهْيَلَع ُالله ىَلَص ىِبَنلا ِنَع ُهْنَع ُالله َيِضَر َةرْيَرُه ىِبَا ْنَعلاق ُالله َلَزْنَا اَم  :







" Allah menurunkan suatu penyakit melainkan Allah menurunkan 
obatnya pula (H.R. Al-Bukhari: 5678)." 
Hadis di atas dapat ditarik sebuah pemahaman bahwa Allah Swt 
menurunkan penyakit pasti ada obatnya. Kesembuhan seseorang dari penyakit 
yang diderita memang Allah swt yang menyembuhkannya, akan tetapi Allah Swt 
menghendaki agar pengobatan itu dipelajari oleh ahlinya agar sesuai dengan 
penyakit yang akan di obati sehingga akan mempemudah penyembuhannya. 
Semua yang diciptakan Allah Swt memiliki manfaat, termasuk tumbuh-tumbuhan. 
Untuk pemanfaatan tumbuhan tersebut, diperlukan ilmu dan pengalaman (teoritis 









A. Jenis dan lokasi penelitian 
1. Jenis penelitian 
Penelitian ini menggunakan rancangan kuantitatif yang bertujuan untuk 
mengetahui adanya aktivitas inhibitor tirosinase ekstrak n-heksan umbi wortel 
(Daucus carrota L). 
B. Lokasi dan waktu penelitian 
Lokasi penelitian ini dilakukan di Laboratorium Biologi Fakultas 
Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Negeri Makassar, 
Laboratorium Biologi Farmasi Fakultas Kedokteran dan Ilmu Kesehatan 
Universitas Islam Negeri Alauddin Makassar dan Laboratorium Mikrobiologi 
Rumah Sakit Pendidikan Unhas. Penelitian mulai dilakukan pada bulan Juli 
sampai bulan September 2019. 
C. Pendekatan Penelitian 
Pendekatan penelitian yang digunakan yaitu penelitian kuantitatif berupa 
analisis data berupa angka atau bilangan. 
D. Populasi, sampel dan teknis pengambilan sampel  
1. Populasi dan sampel 
Populasi dan sampel yang digunakan yaitu simplisia umbi wortel sebanyak 
150 gram yang berasal dari Malino Kecamatan Tinggimoncong Kabupaten Gowa 







2. Pengambilan sampel  
Waktu panen wortel sebaiknya pada saat cuaca cerah atau tidak hujan 
karena air dapat menyebabkan wortel cepat rusak (Cahyono, 2006). Cara 
memanen wortel dilakukan dengan mencabut umbi beserta akarnya. Tanahnya 
sebaiknya digemburkan terlebih dahulu agar memudahkan pencabutan wortel 
(Hanum, Chairani, 2008) 
E. Alat dan bahan 
1. Alat 
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Batang pengaduk, 
Bejana maserasi, Cawan porselin, Deksikator, Erlenmeyer, Gelas kimia, Gelas 
arloji, Gelas ukur, Hot plate, Mikro Pipet, Mikro Plate Reader 96 Well, Oven, Ph 
Meter, Pipet, Sendok besi, Tabung ependorf, Tabung reaksi, Timbangan Analitik, 
Vial.  
2. Bahan 
Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah Air suling, 
Aluminium foil, Asam asetat anhidrat (AC2O), Asam klorida (HCL) 2 N, Asam 
kojic, Asam sulfat pekat (H2SO4), Besi (III) klorida (FeCl3), Dimetilsulfoksida 
(DMSO), Ekstak N-heksan umbi wortel, Eter, Enzim tirosinase 25 KU mushroom, 
Heksan, Kalium Hidroksida (KOH), Kalium Dihidrogen Pospat (KH2PO4), Kertas 
perkamen, Kertas saring, L-Tirosin, Magnesium (Mg), Natrium klorida (NaCl), 
Pereaksi Dragendorf, Pereaksi mayer, Pereaksi wagner.  
F. Prosedur pengerjaan 
1. Determinasi Sampel 
Sampel wortel  (Daucus carrota L) yang telah diambil langsung dari 





determinasi terlebih dahulu untuk menentukan spesies yang spesifik pada sampel 
sehingga memastikan sampel yang digunakan sudah tepat. 
2. Pengolahan sampel 
Sampel wortel (Daucus carrota L) dicuci bersih dengan air mengalir untuk 
menghilangkan kotoran yang menempel, kemudian dikupas lalu dipisahkan dari 
kulitnya kemudian dipotong kecil-kecil dan dikeringkan dengan menggunakan 
oven pada suhu 50
0
C kurang lebih 32 jam. Kemudian simplisia yang sudah kering 
dirajang kecil-kecil, setelah itu di haluskan dan diayak dengan ayakan 50 mesh. 
Setelah itu di timbang untuk selanjutnya diekstraksi. 
3. Ekstraksi sampel 
Metode ekstraksi yang akan digunakan pada penelitian ini yaitu ekstraksi 
metode maserasi karena suhu yang terlalu tinggi dapat merusak komponen 
senyawa keratenoid pada wortel (Maleta dkk, 2018). Simplisia yang telah 
diserbukkan kemudian ditimbang dan dimasukkan kedalam wadah. Ditambahkan 
pelarut n-heksan hingga menutupi simplisia, ditutup dan didiamkan selama 3 hari 
sambil beberapa kali diaduk, disaring kemudian sari di pekatkan dan diuapkan.  
4. Identifikasi Komponen Kimia 
a. Alkaloid 
Ekstrak n-heksan umbi wortel (Daucus carota l) 0,5 g dimasukkan ke 
dalam tabung reaksi dan ditambahkan 2 ml HCl 2N kemudian dipanaskan selama 
2-3 menit, didinginkan dan ditambahkan NaCl untuk mendapatkan protein-
proteinnya kemudian disaring. Ditambahkan 2 ml HCl 2N ke dalam filtrat. Dibagi 
menjadi 3 bagian dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Tabung reaksi (I) 





ditambahkan mayer menghasilkan endapan putih kekuningan, dan tabung reaksi 
(III) ditambahkan wagner menghasilkan endapan coklat. 
b. Flavonoid 
Ekstrak n-heksan umbi wortel (Daucus carota l) 0,5g ditambahkan 
aquades dan ditambahkan heksan dan dikocok. Kemudian akan terpisah menjadi 2 
lapisan dimana ekstrak metanol dalam air akan berada dibawah dan lapisan 
heksan akan berada di atas. Lapisan heksan dipisahkan sementara lapisan air 
ditambahkan etanol kemudian dipisahkan menjadi 2 bagian. Bagian pertama 
ditambahkan 0,5 ml HCl pekat, kemudian dipanaskan di atas penangas selama 15 
menit. Positif bila berwarna merah terang atau violet. Bagian kedua ditambahkan 
0,5 ml HCl pekat kemudian ditambahkan 3-4 potong magnesium, amati 
perubahan warna yang terjadi pada tiap lapisan. Jika warna merah berarti positif 
mengandung flavonoid. Merah pucat-merah tua mengandung flavon. 
c. Glikosida 
Ekstrak n-heksan umbi wortel (Daucus carota l) 0,2 g diuapkan di atas 
penangas air, lalu ditambahkan 3 ml asam asetat dengan sedemikian pemanasan, 
kemudian didinginkan. Selanjutnya, larutan ini ditambah larutan besi (III) klorida 
0,3M, lalu dengan hati-hati ditambahkan campuran 3 ml asam sulfat dan 1 tetes 
besi (III) klorida 0,3M sehingga akan terbentuk cincin warna merah cokelat pada 
batas cairan. Setelah beberapa menit di atas cincin akan berwarna biru hijau, ini 
menunjukkan adanya glikosida dan glikon gula 2-deoksi (Hanani, 2015). 
d. Saponin 
Ekstrak n-heksan umbi wortel (Daucus carrota L.) sebanyak 0,5 
gditambahkan 10 ml air panas kemudian didinginkan, selama 10 detik larutan 





setinggi 1-10 cm dan buih tidak hilang bahkan setelah penambahan 1 tetes HCl 
2N jika ekstrak positif mengandung saponin (Ditjen POM, 1995). 
e. Terpenoid 
Ekstrak n-heksan umbi wortel (Daucus carota l) sebanyak 0,5 g ditambah 
5 mllarutan eter kemudian diuapkan. Selanjutnya ditambahkan 2 tetes asam asetat 
anhidrat ke dalam residu, asam sulfat pekat 1 tetes. Ketika filtrat menghasilkan 
warna merah-hijau atau violet-biru maka ekstrak positif mengandung terpen 
(Hanani, 2015). 
f. Fenol  
Ekstrak sampel sebanyak 0,2 gram ditambahkan dengan larutan FeCl3 1%. 
Hasil ditunjukkan dengan terbentuknya warna hijau, merah, ungu, biru tua, biru, 
biru kehitaman, atau hijau kehitaman (Harborne, 1987). 
5. Uji Penghambatan Enzim Tirosinase 
a. Pembuatan larutan Dapar Fosfat 
Ditimbang sebanyak 2,7 g KH2PO4 dan dilarutkan dalam air suling, sedikit 
demi sedikit hingga mencukupi volume 400 mL. Kemudian pH larutan diukur 
dengan menggunakan pH meter. Ditimbang 5,6 g KOH dan larutkan dalam 100 
mL air suling. Larutan KOH ditambahkan kedalam larutan KH2PO4 hingga 
mencapai  pH 6,8. Larutan dapar fosfat disimpan pada lemari pendingin. 
b. Pembuatan larutan L- Tirosin 
Sebanyak 18,2 mg L-Tirosin dimasukkan kedalam labu tentukur 100 mL, 
ditambahkan dapar fosfat sedikit demi sedikit, dan dihomogenkan. Volumenya 





c. Pembuatan larutan Enzim Tirosinase 
Sebanyak 1 mg enzim tirosinase dimasukkan kedalam labu tentukur 10 mL 
dilarutkan dalam 10 mL larutan dapar fosfat yang telah didinginkan. Larutan 
enzim tirosinase diletakkan pada wadah yang berisi es agar suhu enzim tetap 
stabil pada suhu dingin saat pengerjaan. 
d. Pembuatan larutan uji Ekstrak n-heksan umbi wortel (Daucus carota l) 
            Ekstrak n-heksan umbi wortel (Daucus carota l) ditimbang sebanyak 5 mg 
kemudian dilarutkan dengan bantuan DMSO sebanyak 50 µl, dihomogenkan lalu 
ditambahkan dengan dapar fosfat sampai 1000 µl sehingga diperoleh larutan stok 
1000 ppm. Larutan stok kemudian diencerkan sesuai dengan konsentrasi yang 
diinginkan, sehingga diperoleh larutan ekstrak dengan konsentrasi masing-masing 
10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm, 30 ppm, 35 ppm, 40 ppm, 45 ppm, dan 50 
ppm. 
e. Pembuatan Larutan Kontrol Positif Asam Kojat 
Sebanyak  5 mg dimasukkan kedalam tabung ependorf  dan dilarutkan 
dalam 5 ml dari 50 Mm larutan dapar fosfat (pH 6,5). Kemudian larutan asam 
kojat diencerkan hingga diperoleh larutan asam kojat dengan konsentrasi yang 
sama dengan larutan uji. 
f. Penentuan Inhibitor tirosinase  
Uji penghambatan aktivitas enzim tirosinase berdasarkan metode 
Miyazawa dan Tamura (2006) dengan modifikasi tertentu. Sebanyak 50 µl L-
Tirosin 1 mM, 50 µl larutan dapar fosfat 50 mM (pH 6,8), 20 µl larutan enzim 
tirosinase dan 100 µl larutan sampel dimasukkan ke dalam sumuran pada 
microplate. Campuran tersebut diinkubasi selama 5 menit pada suhu kamar, 
kemudian diukur serapannya menggunakan microplate reader (ELISA) pada 





enzim yaitu digunakan Sebanyak 170 µl larutan dapar fosfat (pH 6,8), 50 µl L-
Tirosin 1 mM.  Kontrol negatif menggunakan campuran tersebut diatas tanpa 
penambahan sampel dan untuk kontrol positif menggunakan asam kojat sebagai 
pengganti sampel. Langkah-langkah tersebut diatas dilakukan secara triplo. 
Penentuan persentase penghambatan aktivitas tirosinase berdasarkan 
rumus : 
% penghambatan Tirosinase =
A- 
A
   100  
Keterangan : 
A = Absorbansi sampel tanpa penambahan inhibitor. 
B = Absorbansi sampel dengan penambahan inhibitor. 
Aktivitas penghambatan dari sampel uji ditentukan dengan IC50 yaitu 
konsentrasi dimana sampel uji menghambat aktivitas tirosinase sebesar 50%. IC50 
dihitung dengan menggunakan persamaan regresi linier, log konsentrasi sampel 
sebagai sumbu x dan probit % inhibisi sebagai sumbu y, dari persamaan y = bx ± 
a dapat dihitung nilai IC50. 
Rumus IC50 y = ax + b 
          x = (50 – a) : b 
Keterangan: 
a = slope 
b = intersep 
Nilai  IC50di bawah 100 µg/mL menunjukkan potensi penghambatan 
aktivitas tirosinase yang paling kuat, nilai IC50 100-450 µg/mL menunjukkan 
potensi penghambatan yang kurang kuat, dan 450-700 µg/mL menunjukkan 








HASIL DAN PEMBAHASAN 
A. Hasil Penelitian 
1. Hasil Ekstraksi Umbi Wortel (Daucus carrota L) 
Sampel umbi wortel sebanyak 4 kg yang telah dikupas kemudian dipotong 
kecil kecil dan dikeringkan, diperoleh simplisia umbi wortel sebanyak 150 gram. 
simplisia tersebut di haluskan kemudian selanjutnya di ekstraksi dengan larutan 
penyari n-heksan sampai simplisia terendam. Metode ekstraksi menggunakan 
metode maserasi selama 3 hari dan sesekali diaduk, diperoleh ekstrak kental 
sebanyak 1.6 gram. 











4 kg 150 gram Ekstrak 
kental 
1,6 gram 1,06 % 
2. Hasil Uji Identifikasi Golongan Kimia 
Ektrak kental umbi wortel yang diperoleh kemudian di uji golongan 
senyawa kimianya untuk mengetahui kandungan kandungan yang ada dalam umbi 
wortel. Pada pengujian identifikasi senyawa kimia ini meliputi enam golongan 















Keterangan Pustaka Hasil 
Alkaloid Dragendorf Merah jingga Bening (-) 
Mayer Endapan merah 
kekuningan 
Coklat (-) 
Wegner  Endapan coklat Orange (-) 
Flavonoid HCl pekat 
+ Mg 
Merah, merah pucat, 
merah tua 
Merah pucat (+) 
Glikosida FeCl3 + 
H2SO4 
Cincin biru hijau Hitam (-) 
Saponin Air panas 
dan HCl 
Terdapat buih Tidak berbuih (-) 





Fenol FeCl3 hijau, merah, ungu, 
biru tua, biru, biru 
kehitaman atau hijau 
kehitaman 
Kuning  (-) 
Keterangan:  (+) Positif mengandung senyawa tertentu 
   (-) Negatif atau tidak mengandung senyawa tertentu 
3. Hasil persen aktivitas inhibitor tirosinase Ekstrak umbi wortel 
Ekstrak kental umbi wortel yang diujikan terhadap enzim tirosinase untuk 
mengetahui berapa persen daya inhibitor dari beberapa konsentrasi yang dibuat. 
Tabel 3. Hasil persen inhibitor ekstrak n-heksan umbi wortel (Daucus 
carrota L) dan Kontrol positif. 
Sampel Konsentrasi Persen (%) Inhibisi 
Ekstrak n-heksan umbi 
wortel (Daucus carrota L) 
 
10 ppm 39.7 % 
15 ppm 40.2 % 
20 ppm 42.3 % 





30 ppm 46.8 % 
35 ppm 47 % 
40 ppm 47.8 % 
45 ppm 48.5 % 
50 ppm 48.9 % 
Control (-) 0,1768 
Tabel 4. Hasil persen inhibitor Kontrol Positif Asam kojat 
Sampel Konsentrasi Persen (%) Inhibisi 
Kontrol Positif Asam Kojat 
 
10 ppm 48.3 % 
15 ppm 49.3% 
20 ppm 49.6 % 
25 ppm 49.8 % 
30 ppm 52.9 % 
35 ppm 53 % 
40 ppm 53 % 
45 ppm 54.4 % 
50 ppm 54.9 % 
Kontrol (-) 0,1768 
4. Hasil Nilai IC50 Ekstrak n-heksan Umbi Wortel 
Setelah di dapat konsentrasi terbaik kemudian dibuat grafik dan di hitung 
nilai IC50 ekstrak tersebut. Nilai IC50 menunjukkan kemampuan ekstrak dalam 
menghambat 50% aktivitas tirosinase.  
Tabel 5. Hasil nilai IC50 Ekstrak N-heksan Umbi Wortel 
Sampel Nilai IC50 (µg/mL) 
Ekstrak Umbi Wortel 50 % 









Kulit adalah lapisan utama serta target dari paparan sinar ultraviolet. 
Paparan sinar matahari memiliki efek yang mengurikan serta menguntungkan bagi 
kulit tergantung lama dan frekuensi paparan. jika banyak menghabiskan waktu 
dibawah sinar matahari dapat menyebabkan efek yang merugikan bagi kulit 
seperti mempercepat penuaan dini, eritema, kelainan pigmentasi hingga kanker 
kulit. 
Melanogenesis merupakan serangkaian proses kompleks pembentukan 
melanin. Pigmen melanin diproduksi di dalam melanosit dengan bantuan katalis 
enzim tirosinase (Fitrie, 2004). Enzim tirosinase berfungsi dalam oksidasi pada 
proses melanogenesis. Faktor genetik mempengaruhi ukuran satuan melanin 
epidermis dan melanosom serta produksi melanin. Faktor lingkungan seperti 
pajanan sinar matahari meningkatkan kegiatan enzim tirosinase sehingga 
meningkatkan produksi melanin dan penimbunannya di dalam keratinosit 
sehingga mencoklat (tanning) (Damayanti, 2004) 
Penghambatan tirosinase merupakan salah satu strategi untuk mencegah 
hiperpigmentasi kulit. Tirosinase merupakan enzim yang berperan dalam 
biosintesis melanin. Enzim ini mengkatalisis reaksi hidroksilasi tirosin menjadi L-
3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA), yang kemudian dikonversi menjadi senyawa 
reaktif dopakuinon. Hal ini dapat menyebabkan kulit tampak menjadi tampak 
lebih cerah. (Nerya dkk, 2004)  
Sampel yang digunakan pada penlitian ini adalah umbi wortel (Daucus 
carrota L). Umbi wortel merupakan tanaman dengan karoten terkaya yang 
memiliki antioksidan yang kuat (Aprilia, 2007) selain itu juga mengandung 





Pada penelitian ini, sampel umbi wortel diekstraksi dengan metode 
maserasi. Digunakan metode maserasi karna metode ini terbilang mudah dan 
efektif serta aman untuk menghindari kerusakan senyawa pada umbi wortel yang 
besifat termolabil. Simplisia umbi wortel sebanyak 150 gram yang telah 
dihaluskan  dimasukkan kedalam bejana maserasi kemudian di tambahkan cairan 
penyari n-heksan 2 Liter hingga simplisia terendam. Digunakan pelarut n-heksan 
dikarenakan n-heksan merupakan pelarut yang efektif untuk menarik senyawa 
karoten pada wortel. Proses perendaman dilakukan selama 3x24 jam sambil 
sesekali diaduk. Sampel kemudian disaring dan dipisahkan dari ampasnya. Hasil 
maserasi di pekatkan dengam cara diangin anginkan karena termasuk pelarut yang 
mudah diuapkan. Diperoleh ekstrak kental sebanyak 1.6 gram  dengan persen (%) 
rendamen 1,06 % dimana rendamen adalah kuantitas (jumlah) ekstrak yang 
diperoleh dari hasil ekstraksi suatu bahan alam dinyatakan dalam satuan persen 
(%), dimana semakin tinggi nilai rendamen yang diperoleh maka semakin besar 
pula ekstrak yang diperoleh. 
Berdasarkan uji identifikasi golongan senyawa ekstrak n-heksan umbi 
wortel (-) tidak mengandung golongan senyawa alkaloid dilihat dari hasil 
pengujian pada ketiga pereaksi yakni pada pereaksi dragendorf tidak terdapat 
endapan merah jingga, tidak terdapat endapan merah kekuningan pada pereaksi 
mayer dan pada pereaksi wegner tidak terdapat endapan coklat. Pada pengujian 
selanjutnya (+) mengandung senyawa flavonoid ditandai dengan warna merah 
pada hasil reaksi. (-) tidak mengandung glikosida ditandi dengan tidak terbentuk 
cincin biru hijau pada hasil reaksi. (-) tidak mengandung golongam senyawa 
saponin karena tidak terdapat buih bahkan pada saat penambahan HCl 2N, (+) 
mengandung golongan senyawa terpen ditandi pada hasil reaksi terbentuk warna 





terbentuk warna hijau, merah ungu, biru tua, biru kehitaman atau hijau kehitaman. 
Selain itu pada jurnal (Widya dkk, 2011) melakukan skrinning fitokimia 
menggunakan KLT menunjukkan bahwa ekstrak umbi wortel mengandung 
golongan senyawa alkaloid, flavonoid dan terpenoid. Tetapi pada percobaan 
golongan senyawa alkaloid yang saya lakukan tidak positif dikarenakan beberapa 
faktor kesalahan yang mungkin terjadi. Adapun Masalah pada skrining fitokimia 
biasanya adalah kesalahan menafsirkan hasil analisis pengujian skrining seperti 
reaksi negative palsu adalah hasil pengujian menyatakan tidak ada (-) tapi 
sebenarnya ada (+). Ini disebabkan kurang sensitifnya alat atau bahan ujinya 
terlalu sedikit, atau bahan (ekstrak simplisia) tidak memenuhi syarat. Oleh karena 
itu senyawa yang tadinya ada hilang atau rusak karena adanya reaksi enzimatik 
maupun hidrolisis. 
Pada pengujian inhibitor tirosinase terhadap sampel umbi wortel (Daucus 
carrota L) menggunakan alat microplate reader (ELISA) Metode ini dipilih 
karena relatif sederhana, ekonomis, memiliki sensitivitas yang cukup tinggi dan 
menggunakan jumlah sampel yang sedikit. Penelitian ini menggunakan enzim 
tirosinase yang disintesis dari jamur dan L-tirosin sebagai substratnya. sebagai 
kontrol positifnya digunakan asam kojat. Hal ini dikarenakan asam kojat memiliki 
tingkat kestabilan yang tinggi. Penggunaan asam kojat sebagai kontrol positif 
sangat disarankan sebagai pembanding kekuatan penghambatan tirosinase yang 
baik dengan bahan baru yang ditemukan ataupun dengan kekuatan penambahan 
bahan lain (Kurniasari, 2018). 
Prinsip pengukuran yaitu enzim tirosinase akan mengkatalis pembentukan 
L-tirosin menjadi L-DOPA kemudian terbentuk dopakrom yang dapat terukur 
intensitasnya pada panjang gelombang 490 nm. Dopakrom yang terbentuk akan 





untuk menginhibisi aktivitas enzim tirosinase sehingga jumlah dopakrom yang 
terbentuk semakin berkurang. Serapan yang diperoleh (absorbansi) digunakan 
untuk mengetahui seberapa besar aktivitas ekstrak dalam menginhibisi reaksi 
tirosin-tirosinase. Penghambatan aktivitas enzim tirosinase ditunjukkan dengan 
nilai IC50. IC50 merupakan nilai konsentrasi inhibitor tirosinase yang dapat 
menghambat 50% aktivitas tirosinase.  
Mekanisme kerja microplate reader (ELISA) adalah : plat mikrotiter 
dilapisi dengan antigen kemudian memblokir semua situs yang tidak terikat untuk 
mencegah hasil positif palsu kemudian menambahkan antibodi primer dan 
antibodi sekunder yang terkunjugasi ke enzim. Setelah itu reaksi substrat dan 
enzim digunakan untuk menghasilkan produk berwarna sehingga menunjukkan 
reaksi positif. 
Hasil uji aktivitas inhibitor tirosinase ekstrak n-heksan umbi wortel 
(Daucus carrota L) terhadap daya inhibitor dari beberapa konsentrasi 10 ppm, 15 
ppm, 20 ppm, 25 ppm, 30 ppm, 35 ppm, 40 ppm, 45 ppm, dan 50 ppm berturut 
turut adalah 39,7 %, 40,2 %, 42,3 %, 42,3 %, 46,8 %, 47 %, 47,8 %, 48,5 %, dan 
48,9 %. adapun hasil inhibitor tirosinase dari control positif asam kojat dari 
beberapa konsentrasi 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm, 30 ppm, 35 ppm, 40 
ppm, 45 ppm, dan 50 ppm berturut turut adalah 48,3 %,49,3 %, 49.6 %, 49,8 %, 
52.9 %, 53 %, 53 %, 54.4 %, dan 54.9 %. Hasil diperoleh dari perhitungan nilai 
absorbansi yang dilakukan secara triplo untuk setiap konsentrasi. Adapun hasil 
yang diperoleh dalam bentuk persentase bertujuan untuk mengetahui skala 
perbandingan aktivitas inhibitor enzim pada setiap konsentrasi sampel. 
Pengujian asam kojat sebagai kontrol positif dilakukan untuk memastikan 





yang didapat dengan nilai IC50 dari hasil studi literatur. Hasil Nilai IC50 dari uji 
aktivitas inhibitor tirosinase menunjukkan nilai konsentrasi yang dapat 
menghambat 50% aktivitas enzim tirosinase (IC50) yaitu 50 µg/mL.Namun 
aktivitas penghambatan tirosinase masih lebih rendah dibanding asam kojat 



























Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan bahwa: 
1. Ekstrak n-heksan umbi wortel (Daucus carrota L) memiliki aktivitas 
sebagai inhibitor tirosinase. 
2. Ekstrak n-heksan umbi wortel (Daucus carrota L) memiliki rata-rata 
persen inhibitor pada konsentrasi 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm, 30 
ppm, 35 ppm, 40 ppm, 45 ppm, dan 50 ppm berturut turut adalah 39,7 %, 
40,2 %, 42,3 %, 42,3 %, 46,8 %, 47 %, 47,8 %, 48,5 %, dan 48,9 %. 
3. Ekstrak n-heksan umbi wortel (Daucus carrota L) memiliki nilai IC50 50 




Sebaiknya dilakukan penelitian lebih lanjut seperti Fraksinasi dan Isolasi 
untuk mengetahui senyawa aktif yang terkandung dalam umbi wortel (Daucus 
carrota L) sebagai pencerah kulit. Sehingga dapat memformulasi sediaan krim 
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Simplisia umbi wortel (Daucus carrota L) 
 
Ekstraksi  
Identifikasi golongan senyawa 
senyawa 
 

























Diamkan selama 3 hari sambil sesekali diaduk 
Ditambahkan dengan pelarut n-heksan hingga  
simplisia terendam 
Diaduk kemudian wadah ditutup 
Masukkan simpisia yang telah dihaluskan dalam 
bejana maserasi 
Diangin anginkan hingga diperoleh ekstrak kental 




Lampiran 3. Pembuatan larutan uji 


























Ditimbang 2,7 g KH2PO4 
 
+ Aquadest sedikit demi 
sedikit hingga 400 ml 
Simpan dalam lemari pendingin 
Larutan KOH ditambahkan kedalam larutan 
KH2PO4 hingga mencapai  pH 6,8 
Ditimbang 5,6 g KOH  
 
+ Aquadest sedikit demi 
sedikit hingga 100 ml 
Ekstrak sebanyak 30 mg 
+ Dapar fosfat sedikit demi sedikit 
dan dihomogenkan 
= 
18,2 mg L-Tirosin kedalam labu 
tentukur 100 mL 
Dicukupkan hingga 100 ml dengan 
dapar fosfat 
































Diperoleh larutan stok 1000 ppm 
Dihomogenkan + dapar hingga 1000 µl 
Dibuat pengenceran 10 ppm, 15ppm, 20 ppm, 
25 ppm, 30 ppm, 35 ppm, 40 ppm, 45 ppm, dan 
50 ppm 
Sebanyak 5 mg Asam kojat 
Dibuat pengenceran seperti pada 
sampel 
+ 5 ml dapar fosfat sedikit demi 
sedikit 
1 mg enzim tirosinase dalam labu 
tentukur 10 ml 
Letakkan pada wadah berisi es batu 
agar suhu tetap stabil 
Dicukupkan 10 ml dengan dapar 












50 µl L-Tirosin 1 
Mm, 50 µl 
larutan dapar 
fosfat 50 mM (Ph 
6.8), 20 µl larutan 
enzim tirosinase 




20 µl larutan 
enzim 
tirosinase, 50 µl 
larutan dapar 
fosfat dan 50 µl 
L-Tirosin 1 Mm  
Masukkan dalam microplate dan 
diinkubasi selama 30 menit 
50 µl L-Tirosin 1 
Mm, 50 µl larutan 
dapar fosfat 50 
mM (Ph 6.8), 20 
µl larutan enzim 
tirosinase dan 100 









dan 50 µl L-
Tirosin 1 Mm 
20 ppm 45 ppm 50 ppm 30 ppm 40 ppm 
Pengukuran serapan dengan 
microplate reader pada gelombang 
490 nm 
Dilakukan secara triplo lalu 




Lampiran 5.  Pengujian Identifikasi Golongan Kimia 
  
Ekstrak N-heksan umbi wortel 
0,5 g ↑ + FeCl3 
0,3M + 3 ml H2SO4 
+ 1 tetes FeCl3 
0,3M (+) glikosida 
jika terbentuk 
cincin biru hijau 
0,5 g + 10 ml air panas, 
dinginkan dan kocok 
kuat 10 detik, diamkan 
10 menit + 1 tetes HCl 
2N (+) saponin jika buih 
tidak hilang 
0,5 g  + 2 ml HCl 2N ↑ 2-3 menit, 
dinginkan + NaCl → saring → filtrat + 2 
ml HCl 2N → dibagi menjadi 3 bagian: 
Tabung reaksi (I) + dragendorf (+) merah 
jingga. 
Tabung reaksi (II) + mayer (+) endapan 
merah kekuningan. 
Tabung reaksi (III) + wagner (+) endapan 
coklat. 
0,5 g + heksan + aquades → kocok → 
terbentuk 2 lapisan (lapisan atas heksan dan 
lapisan bawah air → lapisan air + etanol → 
pisahkan menjadi 2:  
 agian (I) + 0,5 ml HCl pekat ↑ 15 menit 
(+) merah terang atau violet. 
Bagian (II) + 0,5 ml HCl pekat + 3-4 potong 
Mg (+) flavonoid merah dan (+) flavon 
merah pucat- merah tua. 
Alkaloid Flavonoid 
Glikosida Saponin Fenol 
0,2 g + FeCl31% (+) 
Fenol jika terbentuk 
warna hijau, merah, 
ungu, biru tua, biru, biru 






Lampiran 6. Hasil perhitungan 
a. Persen Rendamen Ekstrak 
% Rendamen ekstrak umbi wortel 
% Rendamen = 
 obot ekstrak (gram)
 obot simplisia (gram)
 × 100% 
% Rendamen = 
1,6 gram
    gram
 × 100% 
% Rendamen = 1,06 % 
b. Perhitungan % Inhibitor tirosinase 
% inhibisi tirosinase =
   
 
        
A = Absorbansi sampel tanpa penambahan inhibitor (Kontrol negatif) 
B = Absorbansi sampel dengan penambahan inhibitor  
1. % inhibisi sampel umbi wortel 
 10 ppm 
% inhibisi tirosinase  =
             
      
        
= 39,7 % 
 15 ppm 
% inhibisi tirosinase  =
             
      
        
= 40,2 % 
 20 ppm 
% inhibisi tirosinase  =
             
      
        
= 42,3 % 
 25 ppm 
% inhibisi tirosinase  =
             
      
        
= 42,3 % 
 





% inhibisi tirosinase  =
             
      
        
= 46,8 % 
 35 ppm 
% inhibisi tirosinase  =
             
      
        
= 47 % 
 40 ppm 
% inhibisi tirosinase  =
             
      
        
= 47,8 % 
 45 ppm 
% inhibisi tirosinase  =
             
      
        
= 48,5 % 
 50 ppm 
% inhibisi tirosinase  =
             
      
        
= 48,9 % 
2. % inhibisi asam kojat 
 10 ppm 
% inhibisi tirosinase  =
             
      
        
= 48,3 % 
 15 ppm 
% inhibisi tirosinase  =
             
      
        
= 49,3 % 
 20 ppm 
% inhibisi tirosinase  = 
             
      
        
= 49,6 % 
 25 ppm 
% inhibisi tirosinase  =
             
      
        






 30 ppm 
% inhibisi tirosinase  = 
             
      
        
= 52,9 % 
 35 ppm 
% inhibisi tirosinase  =
             
      
        
= 52 % 
 40 ppm 
% inhibisi tirosinase  =
             
      
        
= 53 % 
 45 ppm 
% inhibisi tirosinase  =
             
      
        
= 54,4 % 
 50 ppm 
% inhibisi tirosinase  =
             
      
        






















0,1066 39,7 % 0.1013 
0.1144 
 15 ppm 
0.1009 




























0.0903 48,9 % 0.0843 
0.0971 




























































Gambar 8. Kurva ekstrak umbi wortel 
 
y = 0.258x + 37.093 

























Gambar 9. Kurva Asam kojat 
  
y = 0.1723x + 46.519 



























d. Perhitungan IC50 
1. Sampel 
   y = 0.258x + 37.09 
   Diketahui : y = 50 
   a  = 37.09 
   b = 0.258x 
     Y = a + bx 




          = 
   – 37.0 
      
 
     X = 50 µg/mL 
 
2. Asam kojat 
       y = 0.172x + 46.51 
     Diketahui : y = 50 
   a  = 46,51 
   b = 0,172x 
     Y = a + bx 




          = 
50 – 46,  
     
 










    
    
  
(a) (b) (c) 
(d) (e) (f) 
Keterangan:  (a) Pengambilan sampel 
(b) sampel umbi wortel (Daucus carrota L) 
(c) sampel dipotong kecil-kecil 
(d) sampel dikeringkan 
(e) didapatkan simplisia umbi wortel 
(f) sampel diekstraksi dengan metode maserasi.    




Lampiran 8. Gambar hasil identifikasi golongan senyawa kimia ekstrak n-
heksan umbi wortel (Daucus carrota L) 
 
     
 
   
 
Keterangan: (a) positif mengandung senyawa terpenoid 
(b) negatif tidak  mengandung saponin 
(c) negatif tidak mengandung fenol 
(d) positif mengandung flavonoid 
(e) negatif tidak mengandung alkaloid 
(f) negatif tidak mengandung glikosida. 
 
 
Lampiran 9. Gambar pengujian inhibitor tirosinase ekstrak n-heksan umbi 
wortel (Daucus carrota L) 
(a) (b) (c) 











   






Keterangan:  (a) penimbangan sampel 
(b) dapar fosfat 
(c) Larutan L-tirosin 








(d) sampel dengan beberapa konsentrasi 
(e) pnyiapan sampel 
(f) Asam kojat dengan beberapa konsentras 
(g) sampel dan asam kojat dalam plate 
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